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3Abkürzungsverzeichnis
ARDS adult respiratory distress syndrom
BDNF brain-derived nerve growth factor
BSA bovines Serumalbumin
CHO Chinese hamster ovary
DAG Diacylglycerol
EGFP enhanced green fluorescent protein
EGTA Ethyleneglycol-bis(β-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic Acid
ER Endoplasmatisches Retikulum
HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic Acid
IC50 Die in einer 50%igen Inhibition resultierende Inhibitorkonzentration.
ICRAC calcium release activated current
InsP3 Inositol-1,4,5-trisphosphat
IP3R InsP3-Rezeptor
LGC Ligandengesteuerter Kanal / ligand-gated channel
Me2SO Dimethylsulfoxyd
MOT mittlere Offenzeit / mean open time
NMDG N-Methyl-D-glucamin
OAG 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol
PBS phosphatgepufferte Kochsalzlösung / phosphate buffered saline
PLC Phospholipase C
SMOC second-messenger gesteuerter Kanal / second-messenger operated channel
SOC speicherabhängiger Kanal / store-operated channel
SOCE speicherabhängiger Calciumeinstrom / store-operated calcium entry
SR sarcoplasmatisches Retikulum
TRP transient receptor potential
TRPC TRP Kanal
TRPL TRP like
em Emissionswellenlänge
ex Exzitationswellenlänge
4Einleitung
Regulation von Calciumeinstrom und -freisetzung
Die kontrollierte Erhöhung der intrazellulären freien Calciumkonzentration spielt eine
wichtige Rolle für eine Vielzahl von Zellfunktionen, wie z.B. die Regulation der Genexpres-
sion, die Aktivierung von Granulozyten, Steuerung der Kontraktion von Muskelzellen, Frei-
setzung von Neurotransmittern etc.
In elektrisch erregbaren Zellen, wie z.B. quergestreiften Muskelzellen, ist das wichtig-
ste Signal zur Erhöhung der Calciumkonzentration die Depolarisation der Zellmembran, die
zur Öffnung von spannungsabhängigen Ionenkanälen in der Zellmembran führt; im Beispiel
der Muskelzelle sind dies im wesentlichen die L-Typ Ca2+-Kanäle, durch die Ca2+-Ionen aus
dem Extrazellulärraum in die Zelle strömen können. Eine weitere Quelle für Ca2+ sind neben
dem Extrazellulärraum intrazelluläre Calciumspeicher, wie z.B. das sarcoplasmatische Reti-
kulum (SR). Die Ca2+-Freisetzung hieraus wird durch Ca2+-Kanäle in der Membran des SR
kontrolliert, die im Falle der Skelettmuskelzelle durch direkte Interaktion mit dem L-Typ
Kanal geöffnet werden, im Falle der Herzmuskelzelle durch die erhöhte Calciumkonzentration
im Sarcoplasma; im letztgenannten Fall spricht man von calciumabhängiger Calciumfreiset-
zung.
In nichterregbaren Zellen existiert eine Vielzahl von Mechanismen, um die cyto-
plasmatische Calciumkonzentration sowohl durch Ca2+-Einstrom von extrazellulär als auch
durch Ca2+-Freisetzung aus intrazellulären Speichern zu erhöhen bzw. um den Einstrom und
die Freisetzung zu kontrollieren. Ein gut untersuchter Signalweg, der die Ca2+-Freisetzung aus
intrazellulären Speichern kontrolliert, wird initiiert durch die Stimulation von an eine Phos-
pholipase C (PLC) gekoppelten membranständigen Rezeptoren, woraufhin die Phospholipase
5Phosphatidyl-inositol-4,5-bisphosphat in die second-messenger Diacylglycerol (DAG) und
Inositol-1,4,5-trisphosphat (InsP3) spaltet. InsP3 bewirkt durch Bindung an den InsP3-
Rezeptor (IP3R), der ein ligandengesteuerter Ca
2+-Kanal ist, eine Ca2+-Freisetzung aus dem
endoplasmatischen Retikulum (ER), das einen intrazellulären Ca2+-Speicher darstellt. Dem
Ca2+-Einstrom aus dem Extrazellulärraum dienen in nichterregbaren Zellen Ca2+-permeable
Kanäle in der Zellmembran, die sich folgenden Gruppen zuordnen lassen: ligandengesteuerte
Kanäle (ligand-gated channel / LGC), second-messenger gesteuerte Kanäle (SMOC) und
speicherabhängige Kanäle (store-operated channel / SOC). Ligandengesteuerte Kanäle öffnen
nach Bindung eines spezifischen Liganden, bei dem es sich z.B. um einen Botenstoff handeln
kann. SMOCs ähneln vorgenannten Kanälen, nur dass der Ligand in diesem Fall ein second-
messenger ist. Die speicherabhängigen Kanäle werden geöffnet als Folge der Entleerung der
intrazellulären Ca2+-Speicher, der folgende Ca2+-Einstrom wird als speicherabhängiger Calci-
umeinstrom (store-operated calcium entry / SOCE) bezeichnet.
Obgleich ein SOCE in nahezu allen nichterregbaren Zellen, an denen entsprechende
Untersuchungen durchgeführt wurden, nachweisbar war und er in diesen Zellen vermutlich für
den wesentlichen Anteil des Ca2+-Einstroms verantwortlich ist (Putney, Jr. und McKay,
1999), sind die molekularen Grundlagen des SOCE bis heute weitgehend ungeklärt, sowohl
hinsichtlich der Identität der zugrunde liegenden Ionenkanäle als auch hinsichtlich des Akti-
vierungsmechanismus dieser Kanäle. Man kann wohl davon ausgehen, dass nicht nur ein ein-
ziger, universeller Mechanismus existiert, sondern dass eine Vielzahl von Aktivierungsmecha-
nismen besteht, und dass verschiedene Kanäle eine Rolle spielen.
Ein Beispiel für einen elektrophysiologisch gut charakterisierten speicherabhängigen
Strom ist der sogenannte ICRAC (calcium release activated current), der sowohl in Mastzellen
(Hoth und Penner, 1992) als auch in Lymphozyten (Zweifach und Lewis, 1993) nachgewiesen
6werden konnte. Nachdem Yue et al. (2001) zeigen konnten, dass CaT1, ein Mitglied der TRP-
Kanalfamilie (s.u.), nach heterologer Expression viele Eigenschaften des ICRAC zeigt, schien
die molekulare Identität dieses Stroms zunächst geklärt. Jedoch stellten Voets et al. (2001)
beim Vergleich weiterer Kanaleigenschaften essenzielle Unterschiede zwischen ICRAC und
CaT1 fest. Die Identität des ICRAC muss also nach wie vor als ungeklärt gelten.
Insbesondere die Frage, wie der Füllungszustand der intrazellulären Speicher zu den
SOCs kommuniziert wird, bleibt vorerst unbeantwortet. Diskutierte Mechanismen sind die
direkte Protein-Protein-Interaktion, die Bildung eines „calcium-influx-factor“ sowie die In-
sertion von Kanälen in die Plasmamembran, vergleichbar der Regulation des Glucosetrans-
ports durch Modifikation der Anzahl von Glut 4 Glucosetransportern in der Zellmembran
durch Exo- bzw. Endocytoseprozesse (Löffler und Petrides, 1997). Eine ausführliche Betrach-
tung hierzu ist in der Übersichtsarbeit von Zitt et al. (2002) zu finden. Neue Möglichkeiten zur
Untersuchung dieses Phänomens ergaben sich aus der Entdeckung der Familie der TRP-
homologen Ionenkanäle.
Die TRP-Kanalfamilie
Die Bezeichnung „TRP“ (transient receptor potential) leitet sich von einer Mutante
der Fruchtfliege Drosophila melanogaster her, die im Elektroretinogramm nach Licht-
exposition im Gegensatz zum Wildtyp nur eine transiente Depolarisation zeigt (Pak et al.,
1970). Da die langandauernde Depolarisation des Wildtyps durch Ca2+-Einstrom verursacht
wird (Hardie und Minke, 1992; Suss-Toby et al., 1991), wurde angenommen, dass das TRP-
Genprodukt – sowie das Produkt des nahe verwandten TRPL-Gens (TRPL: TRP like) – einen
Ca2+-Kanal darstellt. Weiterführende Experimente konnten zeigen, dass die Expression von
TRPL zu verstärktem Ca2+-Einstrom nach Stimulation der PLC führt (Harteneck et al., 1995;
Hu und Schilling, 1995). Die Expression von TRP schien hingegen zu einem verstärktem
7Ca2+-Einstrom nach Entleerung der intrazellulären Speicher durch Thapsigargin1 zu führen
(Petersen et al., 1995; Vaca et al., 1994), was TRP ebenfalls als einen potentiellen SOC er-
scheinen ließ. Dies erwies sich jedoch später als Irrtum (Acharya et al., 1997).
Die Entdeckung einer ganzen Familie TRP-homologer Gene im Genom von Säugern
(Funayama et al., 1996; Philipp et al., 1996; Wes et al., 1995; Zhu et al., 1995; Zhu et al.,
1996; Zitt et al., 1996) weckte die Hoffnung, endlich der molekularen Grundlage des speicher-
abhängigen Ca2+-Einstroms näher gekommen zu sein. Für einige dieser TRP-Homologen
konnte gezeigt werden, dass ihr Genprodukt Ca2+-Kanäle darstellt. Einige dieser Kanäle
scheinen tatsächlich speicheroperiert zu sein, andere nicht oder der Mechanismus ihrer Akti-
vierung ist fraglich. Bezüglich weiterer Details zur TRP-Kanalfamilie sei auf einschlägige
Übersichtsarbeiten verwiesen, z.B. (Zitt et al., 2002).
Erste Hinweise auf die physiologische Rolle der TRP-Kanäle finden sich z.B. in der
Arbeit von Li et al. (1999), die eine Aktivierung des TRPC3-Kanals2 in neuronalem Gewebe
durch Stimulation des Neurotrophinrezeptors TrkB durch BDNF (brain-derived nerve growth
factor) postulieren.
Ergebnisse von Experimenten mit TRPC4-defizienten Mäusen lassen diesen Kanal
auch aus klinischer Sicht interessant erscheinen: So fanden Freichel et al. (2001) in diesen
Tieren eine gestörte Vasorelaxation, die vermutlich auf einen durch das Fehlen des TRPC4-
Kanals verminderten speicherabhängigen Ca2+-Einstrom in Endothelzellen zurückzuführen
ist. Dieser Ca2+-Einstrom ist notwendig für die Bildung von Stickstoffmonoxid (NO), das
einen wesentlichen Faktor für die Relaxation der Gefäßmuskulatur darstellt. Die Arbeit von
                                                
1 Thapsigargin führt über eine Hemmung der Ca2+-Pumpen des ER zu einer Speicherentleerung.
2 Auch als TRP3 oder hTrp3 bezeichnet. Zur aktuellen Nomenklatur der TRP-Kanäle sei auf (Montell et
al., 2002) verwiesen.
8Tiruppathi et al. (2002) konnte eine verminderte thrombininduzierte Zunahme der mikro-
vaskulären Permeabilität in der Lunge der TRPC4-defizienten Mäuse zeigen. Eine solche
Permeabilitätszunahme mit Ausbildung eines interstitiellen Lungenödems ist für eine Reihe
von pathologischen Zuständen von Bedeutung, als Beispiel sei das Adult Respiratory Distress
Syndrom (ARDS) genannt (Moss und Roland Jr., 2001).
Für die Funktion von Granulocyten scheinen Kanäle der TRP-Familie eine wichtige
Rolle zu spielen (Heiner et al., 2003). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine
Mutation des TRPM6-Kanals für eine hereditäre Form der Hypomagnesiämie verantwortlich
ist (Schlingmann et al., 2002).
Im Hinblick auf eine pharmakologische Beeinflussung der TRP-Kanäle sind genaue
Kenntnisse über deren Regulation von großer Wichtigkeit. Auch wenn auf diesem Gebiet
Abbildung 1: TRPC3-Strukturmodell. Das TRPC3-Kanalprotein weist sechs Trans-
membransegmente auf (S1–S6), die porenbildende Domäne ist zwischen den Segmen-
ten S5 und S6 lokalisiert. Der N- sowie der C-Terminus des Proteins liegen intrazellu-
lär.
9beachtliche Fortschritte erzielt wurden, bleiben noch viele, z.T. irritierende Fragen offen. So
sind im Falle des TRPC3-Kanals (Strukturmodell: s. Abb. 1) bezüglich der Regulation sehr
widersprüchliche Ergebnisse veröffentlicht worden: Dieser ist zunächst als ein konstitutiv
aktiver, speicherunabhängiger, Ca2+-regulierter Kanal beschrieben worden (Zitt et al., 1997),
später jedoch auch als durch DAG reguliert (Hofmann et al., 1999), womit er zu den second-
messenger regulierten Kanälen zählen würde. Andere Studien lassen ihn als speicherabhängig
aktiviert erscheinen (Groschner et al., 1998; Preuss et al., 1997; Zhu et al., 1996). Zudem
spielt die direkte Interaktion zwischen TRPC3 und IP3R, vergleichbar der Kopplung von L-
Typ Kanälen und Ryanodinrezeptoren in Skelettmuskelzellen, eine Rolle bei der Regulation
des Kanals (Kiselyov et al., 1998; Kiselyov et al., 1999). Die Interaktionsstelle konnte im C-
terminalen, ins Cytoplasma ragenden Teil des Kanalproteins lokalisiert werden (Boulay et al.,
1999). Diese Interaktion scheint jedoch nicht als ein Hinweis auf eine speicherabhängige
Aktivierung des TRPC3 verstanden werden zu können, da überexprimierte TRPC3-Kanäle
nicht allein durch Speicherentleerung aktiviert werden können (Ma et al., 2000).
Diese Divergenzen könnten vermuten lassen, dass die exprimierten Kanäle in den je-
weiligen Studien nicht identisch waren. Eine Möglichkeit, zu zeigen, dass tatsächlich die glei-
chen Kanäle untersucht wurden, wäre die Blockade der Kanäle im Experiment durch spezi-
fische Kanalblocker. Eine erfolgreiche Kanalblockade durch diese Blocker wäre ein überzeu-
gendes Argument dafür, dass die untersuchten Kanäle identisch sind.
Pharmakologische und klinische Bedeutung von Kanalblockern
Die Bedeutung von Kanalblockern lässt sich gut am Beispiel der sogenannten Calci-
umantagonisten abhandeln, bei denen es sich um spezifische Blocker des L-Typ Ca2+-Kanals
handelt. L-Typ Ca2+-Kanäle gehören zur Gruppe der spannungsabhängigen Ionenkanäle und
dienen in Muskelzellen hauptsächlich der Auslösung einer Muskelkontraktion als Antwort auf
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die Depolarisation der Zellmembran. Wird ein Membranpotential von ca. -40 mV überschrit-
ten, öffnet der Kanal und Ca2+ kann aus dem Extrazellulärraum in die Zelle einströmen.
Dieser Calciumeinstrom ist insbesondere in Herzmuskelzellen und in glatten Muskelzellen
entscheidend für die Auslösung der Kontraktion. In Herzmuskelzellen trägt der Calciumein-
strom durch L-Typ Kanäle zudem wesentlich zur Ausbildung und Weiterleitung des Aktions-
potentials bei.
Die Calciumantagonisten lassen sich in drei Gruppen einteilen: 1. Dihydropyridine
oder auch Nifedipin-Typ, 2. Benzothiazepine / Diltiazem-Typ und 3. Phenylalkylamine /
Verapamil-Typ. Die Calciumantagonisten vom Nifedipin-Typ wirken vor allem auf die glatte
Gefäßmuskulatur und werden therapeutisch hauptsächlich als Nachlastsenker eingesetzt
(Förstermann, 1998). Calciumantagonisten vom Verapamil-Typ beeinflussen insbesondere die
kardialen L-Typ Kanäle und haben dadurch eine negativ chronotrope, dromotrope und ino-
trope Wirkung, an der Gefäßmuskulatur dagegen ist ihre Wirkung relativ gering. Indikationen
für den Einsatz dieser Calciumantagonisten sind vor allem supraventrikuläre Tachyarrhyth-
mien (Schütz, 1998).3 Die Calciumantagonisten vom Diltiazem-Typ lassen sich zwischen den
beiden anderen Gruppen einordnen, da die Stärke ihrer Wirkung am Herzen und an der Gefäß-
muskulatur vergleichbar ist.
Substanzen mit derart gut definierter Wirkung auf einen Ionenkanal sind selbstver-
ständlich auch für die experimentelle Arbeit sehr interessant, da sich mit ihrer Hilfe Kanäle
identifizieren lassen und entschieden werden kann, ob an im Experiment beobachteten Ef-
fekten L-Typ Ca2+-Kanäle einen entscheidenden Anteil haben. Falls die fraglichen Effekte in
                                                
3 Eine weniger bekannte Indikation für den Einsatz von Verapamil ist die Langzeittherapie des Cluster-
Kopfschmerzes (Poeck und Hacke, 2001). Die extrakardiale Wirkung dieses Calciumantagonisten ist also nicht
grundsätzlich vernachlässigbar.
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Gegenwart von Calciumantagonisten aufgehoben sind, ist eine Beteiligung des L-Typ Kanals
an diesen anzunehmen. So lassen sich viele Informationen über die physiologische Rolle der
L-Typ Kanäle gewinnen.
Offensichtlich wären auch für die Erforschung der TRP-Kanäle spezifische Blocker
wünschenswert, jedoch sind bisher keine bekannt. Aus diesem Grund muss in der TRP-
Forschung auf unspezifische Kanalblocker ausgewichen werden, wie z.B. Lanthanidionen,
insbesondere Lanthan- (La3+) und Gadolinium- (Gd3+) Ionen. Gd3+ wurde ursprünglich als
spezifisch für dehnungsaktivierte Kationenkanäle angesehen, was jedoch widerlegt ist
(Caldwell et al., 1998). Lanthanidionen können den Ca2+-Einstrom durch verschiedene Kanäle
blockieren; eine mögliche Identifizierung bestimmter Kanäle könnte auf Unterschieden in der
Sensitivität dieser Kanäle gegenüber dem Kanalblocker beruhen. Die Untersuchung der
physiologischen Rolle der TRP-Kanäle wird durch das Fehlen spezifischer Blocker verständ-
licherweise sehr erschwert.
Pharmakologische Charakterisierung des TRPC3-Kanals
In Ermangelung eines spezifischen Inhibitors wurde von verschiedenen Arbeits-
gruppen versucht, unspezifische Inhibitoren zur Charakterisierung bzw. Identifizierung des
TRPC3 zu verwenden. Vielfach wurden hierzu als unspezifische anorganische Ca2+-Kanal-
blocker die Ionen der Lanthanide Gadolinium (Gd3+) und Lanthan (La3+) eingesetzt.
Überraschenderweise sind bezüglich der Inhibition des TRPC3 durch Lanthanidionen deutlich
unterschiedliche effektive Konzentrationen veröffentlicht worden: So benötigten Zhu et al.
(1996) 250 µM La3+, um eine 30–40%ige Inhibition des Ca2+-Einstroms durch in COS-M6-
Zellen exprimierte TRPC3 zu erreichen, für einen kompletten Block wurde eine Konzentra-
tion von 1 mM benötigt. Bei Expression in HEK293-Zellen benötigten dieselben Autoren nur
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eine Konzentration von 150 µM für eine vollständige Blockade (Zhu et al., 1998). In porcine-
aortic-endothelial-cells reichten hierzu 50 µM La3+ aus (Balzer et al., 1999).
Diese Unterschiede in den effektiven Konzentrationen können auf den ersten Blick
Zweifel an der Identität der von den einzelnen Arbeitsgruppen untersuchten Kanäle aufkom-
men lassen. Bei weiteren Überlegungen zu den Diskrepanzen erscheint eine Kanalblockade
von der intrazellulären Membranseite her denkbar. Die Überwindung der Zellmembran durch
die Lanthanidionen wäre dann ein für den Wirkungseintritt entscheidender Schritt. Für Lokal-
anästhetika wird ein ähnlicher Mechanismus postuliert: Es wird angenommen, dass das Anäs-
thetikum durch die Zellmembran diffundieren muss, um von der intrazellulären Seite her die
im Bereich der Kanalpore vermutete Bindungsstelle zu erreichen; allerdings sind andere Me-
chanismen ebenfalls in der Diskussion (Butterworth und Strichartz, 1990; Hille, 2001;
Schwarz et al., 1977; Strichartz, 1973).
Da in den fraglichen Studien unterschiedliche Zelltypen verwendet wurden und die
Aufnahme von Lanthanidionen sowie die intrazelluläre Bindung dieser Ionen durchaus zell-
typabhängig sein könnte, ließen sich so die Unterschiede in den veröffentlichten Ergebnissen
erklären, da dann nicht die extra- sondern die intrazelluläre freie Inhibitorkonzentration ent-
scheidend wäre.
Zielsetzung der Studie
In der vorliegenden Arbeit sollte die Hypothese der intrazellulären Blockade des
TRPC3-Kanals durch Lanthan- und Gadoliniumionen untersucht werden.
Hierzu wurde die Inhibition von TRPC3-Kanälen durch La3+ und Gd3+ in patch-clamp-
Experimenten in der sogenannten „inside-out“-Konfiguration untersucht und mit den Ergeb-
nissen von patch-clamp-Experimenten in der „whole-cell“-Konfiguration verglichen. Dies er-
laubt eine Unterscheidung zwischen intrazellulären und extrazellulären Effekten, da in der
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inside-out-Konfiguration der Inhibitor auf die cytosolische Seite der Plasmamembran appli-
ziert wird, in der whole-cell-Konfiguration hingegen auf die extrazelluläre Seite, da diese Sei-
ten jeweils dem Badmedium ausgesetzt sind.
Um zu klären, inwieweit die beobachteten intrazellulären Effekte bei extrazellulärer
Applikation des Blockers Bedeutung gewinnen können, sollte zudem die Aufnahme von Lan-
thanidionen durch den im Experiment benutzten Zelltyp (CHO-Zellen) untersucht werden.
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Material und Methoden
Aufbau der Studie
Die Studie läßt sich wie folgt gliedern:
1. Bestimmung der Konzentrations-Inhibitions-Beziehungen auf Grundlage der Ergebnisse
von whole-cell-patch-clamp-Experimenten an TRPC3-exprimierenden CHO-Zellen.
2. Qualitative Untersuchung der Inhibition von TRPC3 durch Gadoliniumionen an DAG-sti-
mulierten TRPC3-Kanälen in inside-out-patch-clamp-Experimenten.
3. Bestimmung der Konzentrations-Inhibitions-Beziehungen auf Grundlage der Ergebnisse
von inside-out-patch-clamp-Experimenten an TRPC3-exprimierenden CHO-Zellen ohne
DAG-Stimulation.
4. Untersuchung der La3+-Aufnahme durch native, d.h. nicht TRPC3-exprimierende CHO-
Zellen in Fura-2-Experimenten.
Die Versuche zu 1. wurden hauptsächlich durch Herrn Eberhard Jüngling durchge-
führt, die entsprechende statistische Auswertung hauptsächlich durch Herrn Dr. Christof Zitt.
Die übrige Versuchsdurchführung und -auswertung erfolgte durch den Autor. Sofern nicht
anders angegeben, wurden als Inhibitoren sowohl Gadolinium- als auch Lanthanionen unter-
sucht.
Zellkultur
CHO-Zellen wurden beschafft von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen in Braunschweig. Diese wurden kultiviert in Ham’s F12-Medium, dem
0,259 g/l N-Acetyl-L-alanyl-L-glutamin und 10 % fetales Kälberserum zugesetzt wurden. Die
Zellen wurden ausgesetzt auf Glasplättchen in einer Dichte von weniger als 103 Zellen / mm2.
Die Zellen wurden dann mit Hilfe des Transfast Transfektionsreagenz (Promega) mit TRPC3-
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pcDNA3 Vektor (Invitrogen) nach Herstellerangaben transfiziert. Im Expressionsvektor war
das Neomycinresistenzgen durch EGFP-cDNA ersetzt worden, so dass erfolgreich trans-
fizierte Zellen anhand der EGFP-Fluoreszenz identifiziert werden konnten. Zusätzlich wurden
Kontrollzellen transfiziert mit einem Vektor, der keine TRPC3-cDNA enthielt.
Dieser Teil der Arbeit wurden z.T. durch Herrn Dr. Christof Zitt und Frau Illinca
Ionescu durchgeführt.
Patch-clamp Experimente
Ziel der patch-clamp-Technik ist die Messung transmembranärer elektrischer Ströme,
wie sie beim Ionenfluss durch Kanäle auftreten. Während der Messung wird das Membran-
potential auf einem vorgegebenen Wert gehalten (sog. voltage-clamp-Verfahren). Je nach
verwendeter Konfiguration wird entweder der Strom über die gesamte Zellmembran gemessen
(whole-cell) oder es wird der Strom über einen Membranflecken (patch) gemessen. In
letzterem Fall können i.d.R. einzelne Kanalöffnungen aufgelöst werden, man spricht daher
von Einzelkanalmessung (single-channel-recording). Bei der Einzelkanalmessung wird weiter
unterschieden nach cell-attached-, inside-out- oder outside-out-Konfiguration. Von diesen hat
für die vorliegende Studie nur die inside-out-Konfiguration Bedeutung. Die gemessenen
elektrischen Ströme werden mit Hilfe eines PCs aufgezeichnet und auf Festplatte für die spä-
tere Auswertung gespeichert. Für die Messung wurde ein EPC-9 patch-clamp-Verstärker der
Firma HEKA und die Software Pulse der gleichen Firma verwendet.
In den durchgeführten Experimenten wurden zunächst diejenigen Zellen, die erfolg-
reich transfiziert wurden, anhand der EGFP-Fluoreszenz identifiziert. Diese Zellen konnten
als TRPC3-exprimierend angenommen werden und werden im Folgenden als „TRPC3-Zel-
len“ bezeichnet. Nun wurde die Patchpipette, die die Messelektrode darstellt, an die Zellmem-
bran herangeführt und das sogenannte gigaseal etabliert durch Sog an der Pipette. Man
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befindet sich nun in der cell-attached-Konfiguration (vgl. hierzu und zum Folgenden Abb. 2).
Je nachdem, ob der Versuch in der whole-cell- oder in der inside-out-Konfiguration durch-
geführt werden sollte, wurde nun die Zellmembran unter der Pipettenöffnung durch verstärk-
ten Sog zerstört, sogenanntes Brechen des Patches, oder durch Zurückziehen der Pipette aus
der übrigen Membran ausgeschnitten, so dass der Membran-„patch“ die Pipettenöffnung ver-
schloss. Im ersten Fall gelangte man in die whole-cell-Konfiguration, im zweiten in die inside-
out-Konfiguration. Weitere Details zur patch-clamp-Technik sind u.a. in (Hamill et al., 1981)
zu finden.
Whole-cell Experimente
In der whole-cell-Konfiguration wurde ein Haltepotential von -60 mV angelegt. In
dieser Konfiguration wurden zwei verschiedene Badlösungen eingesetzt: Normalbad („N“):
140 mM NaCl, 1,2 mM MgCl2, 1,2 mM CaCl2, 10 mM Glucose, 10 mM HEPES; pH 7,4;
NMDG-Bad („NMDG“): Entspricht Normalbad, in dem Na+ durch NMDG ersetzt wurde.
Abbildung 2: Patch-clamp Technik. Beachte insbesondere die Applikation des
Inhibitors auf die extrazelluläre (whole-cell) bzw. intrazelluläre (inside-out) Seite der
Zellmembran.
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Zusammensetzung der Pipettenlösung: 140 mM CsCl, 2 mM MgCl2, 0,1 mM EGTA, 0,3 mM
ATP, 0,03 mM GTP, 10 mM HEPES; pH 7,2. LaCl3 bzw. GdCl3 wurde dem Normalbad in
verschiedenen Konzentrationen zugesetzt.
Inside-out Experimente
In der inside-out-Konfiguration wurde, wie auch in der whole-cell-Konfiguration, ein
Membranpotential von -60 mV angelegt. Die dem Bad zugewandte Seite des Patches war
dabei negativ geladen, so dass gleiche elektrische Verhältnisse herrschten wie in den whole-
cell Messungen. Die Pipetten wurden zur Verminderung des Rauschens mit Sylgard über-
zogen wie in (Hamill et al., 1981) beschrieben. Patches von TRPC3-Zellen wurden für die
Versuche herangezogen, sofern sie spontane Kanalaktivität zeigten. Die Bad- und Pipetten-
lösungen setzten sich wie folgt zusammen: Bad: 120 mM Na-isethionat, 11,86 mM Hemi-Ca-
gluconat, 2 mM Hemi-Mg-gluconat, 10 mM EGTA, 10 mM HEPES, 10 mM Glucose;
pH 7,4; Pipette: 120 mM CsCl, 3,6 mM Hemi-Ca-gluconat, 2 mM Hemi-Mg-gluconat,
10 mM HEPES, 10 mM Glucose; pH 7,4. Die Osmolalität beider Lösungen wurde mit
Mannitol auf 300±10 mosm/kg eingestellt, wobei die Osmolalitätsdifferenz zwischen Bad-
und Pipettenlösung unter 5 mosm/kg gehalten wurde.
Die zu untersuchenden Kanalblocker wurden jeweils in verschiedenen Konzentra-
tionen der Badlösung zugesetzt. In einigen Experimenten wurde 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol
(OAG), ein membranpermeables DAG, dem Bad zugesetzt. OAG wurde hierzu zunächst in
Me2SO aufgelöst und dann dem Bad zugegeben, so dass die endgültige OAG-Konzentration
im Bad 100 µM, die Me2SO-Konzentration 1 Vol.-% betrug.
Das Mess-Signal wurde mit 3 kHz gefiltert (Bessel-Filter) und mit 15 kHz gesampelt.
Vor der Auswertung wurden die Daten digital gefiltert (5-pass Binomialfilter). Als Maß für
die Kanalaktivität wurde die NPo (Produkt aus der Anzahl N der Kanäle im Membranpatch
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und der Offenwahrscheinlichkeit Po eines einzelnen Kanals) berechnet.
4 Bei der Berechnung
kam die Schwellenwertmethode zum Einsatz, bei der Zeitintervalle, in denen der gemessene
Strom einen bestimmten Schwellenwert, üblicherweise die halbe Einzelkanalamplitude, über-
schreitet, als Offenperioden gewertet werden. Die summierte Zeit der Offenperioden im Mess-
intervall wird ins Verhältnis gesetzt zur zeitlichen Länge des Messintervalls. Dieser einheiten-
lose Quotient ist die gesuchte NPo. Diese Berechnungen wurden durchgeführt mittels der
Messdatenauswertungssoftware Igor Pro 3.14 von Wavemetrics, wobei selbstentwickelte Ma-
kros zum Einsatz kamen.
Datenauswertung
Die sigmoidale Dosis-Wirkungs-Kurve mit variabler Steigung wurde mittels nicht-
linearer Regression (least-square-fit) an die gewonnenen Daten angepasst. Die Funktions-
gleichung der Kurve lautet:
( )( )slopexlogIC50y   101/1 ⋅−+= .
y bezeichnet hierbei die relative Inhibition, x den dekadischen Logarithmus der Inhibi-
torkonzentration, logIC50 den dekadischen Logarithmus der IC50 und slope den Steigungs-
faktor. Hierbei kam die Software GraphPad Prism 3.0 von GraphPad Software zum Einsatz.
Die Kurvenanpassung lieferte als wesentliches Ergebnis die Inhibitorkonzentration, die zu
einer 50%igen Inhibition des Kanals führte (IC50).
                                                
4 Da die Einzelkanaloffenwahrscheinlichkeit Po nur bei Kenntnis der Kanalanzahl N berechnet werden
kann, N jedoch nur abgeschätzt werden kann, ist es üblich, NPo zu betrachten.
19
Fura-2-Experimente
Fura-2 ist ein calciumempfindlicher Fluoreszenzfarbstoff, der gewöhnlich zur Bestim-
mung intrazellulärer Ca2+-Konzentrationen verwendet wird. Es zeigte sich aber, dass Fura-2
auch nach Bindung von La3+ eine Änderung im Anregungsspektrum aufwies.
Zunächst wurde für in vitro Versuche Fura-2-Salz in einer Konzentration von 1 µM in
destilliertem Wasser gelöst. Exzitationsspektren dieser Lösung wurden nach Zugabe unter-
schiedlicher Konzentrationen von La3+ gemessen sowie nach Zugabe von Ca2+ und EGTA.
Die Exzitationswellenlängen lagen im Bereich von 300 bis 400 nm, die Emission wurde bei
510 nm gemessen. Für diese Versuche wurde ein Spectrofluorophotometer der Firma
Shimadzu verwendet. Zusätzlich wurde die Fluoreszenz von Fura-2 (20 µM) in nominell
Ca2+- und Mg2+-freier PBS in Gegenwart unterschiedlicher La3+-Konzentrationen gemessen.
Hierbei wurde die Fluoreszenz mit Licht der Wellenlänge 360 nm angeregt und die Emission
bei 510 nm gemessen, entsprechend den Parametern in den späteren in vivo Versuchen. Diese
Messung erfolgte mit dem digitalen imaging-System (T.I.L.L. Photonics), das später auch für
die in vivo Messungen verwendet wurde.
Für die in vivo Messungen wurden nichttransfizierte CHO-Zellen nach folgendem
Protokoll mit Fura-2 beladen:
• Vorbereitung der Inkubationslösung aus
10 ml Beladungspuffer (s. Tabelle 1)
2 µl 0,5 M CaCl2 final: 0,1 mM
20 µl 1 mM Fura-2-acetoxymethylester
(gelöst in Me2SO)
final: 2 µM
Diese Lösung wurde vor Licht geschützt, um ein Ausbleichen des Farbstoffs zu vermeiden.
• Überführung der mit CHO-Zellen bewachsenen Glasplättchen in ein 6-well-plate
• Zugabe von 1 ml Inkubationslösung je Plättchen
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• 30 min Inkubation bei Raumtemperatur, lichtgeschützt
• Zweimaliges Waschen der Plättchen in je 1 ml PBS
• Stehenlassen der Plättchen im PBS des zweiten Waschgangs für 30 min bei Raumtempera-
tur, lichtgeschützt
Hierbei wurde nominell Ca2+- und Mg2+-freie PBS verwendet, um eine Beeinflussung
der folgenden Messungen durch Ca2+-Einstrom in die Zellen zu minimieren. Die mit Fura-2
beladenden Zellen wurden dann mit bereits oben erwähntem digitalen imaging-System
untersucht. Dabei wurde das Fura-2 mit Licht der Wellenlänge 360 nm angeregt und die
Fluoreszenz bei 510 nm gemessen. Während der Messung wurden die Zellen in nominell
Ca2+- und Mg2+-freiem PBS gehalten. Diesem Badmedium wurde im Laufe des Experiments
La3+ zugesetzt.
Tabelle 1: Beladungspuffer
Konzentration [mM]
NaCl 138
KCl 6
MgSO4 1
Na2HPO4 1
NaHCO3 5
Glucose 5,5
HEPES 20
BSA 1 g/l
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Ergebnisse
Whole-cell-Experimente
Nach erreichen der whole-cell-Konfiguration war in TRPC3-exprimierenden CHO-
Zellen ein Kationeneinstrom messbar, der in den nicht-TRPC3-exprimierenden Kontrollzellen
nicht zu beobachten war. Der Strom erreichte sein Maximum unmittelbar nach Etablierung
der whole-cell-Konfiguration und nahm dann über die Zeit beständig ab. Wurde Na+ in der
Badlösung durch das große, impermeable Kation NMDG ersetzt, zeigte sich ein nahezu voll-
ständiger, reversibler Rückgang des Stroms (Abb. 3). Dies zeigt, dass der gemessene
elektrische Strom tatsächlich durch Kationeneinstrom vermittelt wurde. Diese Befunde stehen
in Einklang mit den veröffentlichten Daten über die Charakterisierung des TRPC3-Kanals
(Zitt et al., 1997).
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Zugabe von La3+ (Abb. 3A) oder Gd3+ (Abb. 3B) zur Badlösung resultierte in einer
Abnahme des Stroms. Diese Versuche wurden mit unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen
durchgeführt. In einigen Versuchen wurde der Inhibitor wieder ausgewaschen: nur im Fall von
La3+ war die Inhibition reversibel; wenn Gd3+ als Blocker verwendet wurde, konnte der Strom
Abbildung 3: Dosisabhängige Inhibition von whole-cell-TRPC3-Strömen durch
La3+ und Gd3+. Der whole-cell-Strom I ist gegen die Zeit aufgetragen. Der Zeitpunkt,
zu dem die whole-cell-Konfiguration erreicht wurde, ist mit „wc“ gekennzeichnet.
NMDG-Bad, Normalbad („N“), La3+ (A) oder Gd3+ (B) wurden zu den jeweils be-
zeichneten Zeitpunkten gegeben. Für La3+ und Gd3+ sind die jeweiligen Konzentratio-
nen angegeben.
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durch den Auswasch nicht wiederhergestellt werden. Die Quantifizierung der Inhibition wurde
angesichts der spontanen Abnahme des Stroms, wie sie für den TRPC3-Kanal typisch ist, wie
folgt durchgeführt: Zunächst wurde durch graphische Extrapolation – ausgehend von Zeit-
intervallen, in denen kein Inhibitor im Bad vorhanden war – der Strom bestimmt, der ohne In-
hibitorzugabe zu erwarten gewesen wäre. Durch Vergleich des Stroms unter Einfluss des
jeweiligen Inhibitors mit dem so extrapolierten Strom wurde nun die relative Inhibition
bestimmt. Diese zeigte eine deutliche Konzentrationsabhängigkeit (Abb. 4).
Aus der Konzentrations-Inhibitions-Beziehung wurde die IC50 für La
3+ mit 4 µM und
für Gd3+ mit 0,1 µM abgeschätzt. Die Abschätzung erfolgte durch Anpassung der sigmoidalen
Dosis-Wirkungs-Kurve an die Daten mittels nichtlinearer Regression.
Abbildung 4: Konzentrations-Inhibitions-Beziehungen basierend auf whole-cell
Messungen. Die relative Inhibition ist gegen die Inhibitorkonzentration aufgetragen.
Die Anzahl der jedem Datenpunkt zugrundeliegenden Messungen ist jeweils an-
gegeben. IC50-Werte wurden durch fitten der Datenpunkte mit der sigmoidalen Dosis-
Wirkungs-Kurve mit variabler Steigung gewonnen. Es ergibt sich für La3+ eine IC50
von 4 µM (A) und für Gd3+ von 0,1 µM (B).
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Inside-out-Experimente
TRPC3-exprimierende Zellen zeigten nach Erreichen der inside-out-Konfiguration
spontane Kanalaktivität. Die Kanalöffnungen waren mit einer mittleren Offenzeit (mean open
time / MOT) von unter 0,2 ms sehr kurz, die Einzelkanalamplitude betrug bei einem Mem-
branpotential von -60 mV ca. 4 pA (vgl. Einsatz Abb. 5). Diese Befunde stehen im Einklang
mit einem früheren Bericht über die funktionale Charakterisierung des TRPC3-Kanals (Zitt et
al., 1997). Da die Spontanaktivität nur relativ gering war, wurden die Kanäle zunächst mit
dem Diacylglycerol OAG stimuliert.
Zugabe von OAG (100 µM) resultierte in einer deutlichen Zunahme der Kanalaktivität
für ca. 2 min (Abb. 5A). Dies entspricht den Befunden von Hofmann et al. (1999). In weiteren
Experimenten wurde dem Badmedium Gd3+ zugesetzt – entsprechend einer Applikation auf
die cytosolische Seite der Zellmembran – zu einem Zeitpunkt, an dem die OAG-stimulierte
Kanalaktivität deutlich über der spontanen Aktivität lag. Es wurden dabei Gd3+-Konzentra-
tionen von 1 µM (5 Versuche) und 0,1 µM (10 Versuche) gewählt. In allen Fällen war eine
rasche Abnahme der Kanalaktivität zu beobachten, die sich deutlich von der zuvor beobach-
teten spontanen Aktivitätsabnahme unterschied (Abb. 5B).
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Abbildung 5: Inhibition von OAG-stimulierter TRPC3-Kanalaktivität in inside-
out-Messungen durch Gd3+. Dargestellt ist jeweils die Kanalaktivität NPo gegen die
Zeit. Ein Ausschnitt aus der Einzelkanalaufzeichnung ist in Abb. A eingefügt. Der
Zeitpunkt, zu dem dieser Ausschnitt aufgezeichnet wurde, ist mit einem Stern (*) ge-
kennzeichnet. A: Gabe von 100 µM OAG zum bezeichneten Zeitpunkt. B: Gabe von
100 µM OAG bzw. 0,1 µM Gd3+ zu den jeweils bezeichneten Zeitpunkten.
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Da die Überlagerung von OAG-abhängiger Aktivitätszu- und -abnahme und durch den
Blocker induzierter Inhibition eine Quantifizierung der Inhibition nicht zuließ, wurden weiter-
führende Messungen an nichtstimulierten Kanälen durchgeführt. In diesen Versuchen wurde
der jeweilige Blocker (Gd3+ oder La3+) in jeweils zwei Konzentrationen gegeben, entweder
0,03 µM gefolgt von 0,1 µM oder 0,3 µM gefolgt von 1,0 µM. Insgesamt wurden somit vier
Konzentrationen getestet.
Es war sowohl bei Gabe von Gd3+ (Abb. 6) als auch bei Gabe von La3+ (Abb. 7) eine
dosisabhängige Abnahme der Kanalaktivität zu beobachten. Die Inhibition durch Gd3+ war
nicht reversibel, im Gegensatz zur reversiblen La3+-Wirkung. Die Konzentrations-Inhibitions-
Beziehung ergab sowohl für Gd3+ als auch für La3+ eine IC50 von 0,02 µM (Abb. 8).
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Abbildung 6: Konzentrationsabhängige irreversible Inhibition von TRPC3-
Kanalaktivität durch Gd3+ in inside-out-Messungen. A: Kanalaktivität NPo
gegen Zeit. Gabe von 0,03 µM und 0,1 µM Gd3+ bzw. Auswasch des Inhibitors
zu den jeweils bezeichneten Zeitpunkten. B–D: Ausschnitte aus der zugrunde
liegenden Einzelkanalmessung, die entsprechenden Zeitpunkte sind in A bezeich-
net. B: Basale Kanalaktivität. C: 0,03 µM Gd3+, D: 0,1 µM Gd3+.
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Abbildung 7: Konzentrationsabhängige reversible Inhibition von TRPC3-Kanal-
aktivität durch La3+ in inside-out-Messungen. Kanalaktivität NPo gegen Zeit. Zu
den bezeichneten Zeitpunkten wurde die Badlösung wie angegeben gewechselt.
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Fura-2-Experimente
Um zu überprüfen, ob Lanthanidionen tatsächlich die Plasmamembran von CHO-Zel-
len überwinden können, wurden Versuche mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 durchgeführt.
Zunächst musste getestet werden, ob und wie die Fura-2-Fluoreszenz durch La3+ und Gd3+
Abbildung 8: Konzentrations-Inhibitions-Beziehungen basierend auf inside-out
Messungen. Jeder Datenpunkt repräsentiert zwei oder drei Messungen. Die IC50-
Werte wurden durch fitten der Datenpunkte mit der sigmoidalen Dosis-Wirkungs-
Kurve mit variabler Steigung gewonnen. Es ergibt sich eine IC50 für La
3+ (A) und für
Gd3+ (B) von je 0,02 µM.
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beeinflußt wird. Es ist berichtet worden (Kwan und Putney, Jr., 1990), dass bei
Anregungswellenlängen im Bereich von 300 bis 350 nm die Fura-2-Fluoreszenz in Gegenwart
von La3+ zunimmt, während wir bei 360 nm eine konzentrationsabhängige Abnahme der Fluo-
reszenz beobachten konnten (Abb. 9A). Eine genauere Untersuchung von Anregungsspektren
im Bereich von 300 bis 400 nm (Abb. 9B) bestätigte die Fluoreszenzzunahme im Bereich von
300 bis 350 nm, bei längeren Anregungswellenlängen war eine Abnahme der Fluoreszenz zu
verzeichnen. Die Fura-2-Fluoreszenz erscheint bei einer Anregungswellenlänge von 350 nm
als von der La3+-Konzentration unabhängig. Für die weiteren Versuche wurde eine Anre-
gungswellenlänge von 360 nm gewählt, da hier der isosbestische Punkt für Ca2+ liegt, d.h. die
Fluoreszenz ist bei dieser Wellenlänge von der Ca2+-Konzentration unabhängig. Versuche mit
Gd3+ ergaben leider keine messbare Fluoreszenzänderung, so dass nur die La3+-Aufnahme in
CHO-Zellen untersucht werden konnte.
Zugabe von La3+ in einer Konzentration von 10 µM zum Badmedium führte in Fura-2-
beladenen CHO-Zellen zu einer raschen Abnahme der Fluoreszenz, die nach Auswasch des
Lanthanids wieder nahezu auf den Basalwert anstieg. Durch einen weiteren Waschschritt ließ
sich die Fluoreszenz noch stärker dem Basalwert annähern. Erneute La3+-Zugabe führte
wiederum zur Fluoreszenzabnahme (Abb. 9C).
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Abbildung 9: La3+-Aufnahme durch CHO-Zellen. A: Konzentrationsabhängige Abnahme
der Fura-2-Fluoreszenz in vitro nach Zugabe von La3+. Fluoreszenz angegeben relativ zur
Fluoreszenz vor La3+-Zugabe. Fura-2 (20 µM) gelöst in nominell Ca2+- und Mg2+-freier PBS,
ex = 360 nm, em = 510 nm. B: Anregungsspektren von Fura-2. Fura-2 (1 µM) gelöst in
destilliertem Wasser. La3+ wurde kumulativ zugegeben, die jeweiligen Endkonzentrationen
sind angegeben. Die weitere Zugabe von Ca2+ (100 µM) resultierte in dem als gestrichelte
Linie dargestellten Spektrum. Ein weiteres Spektrum wurde aufgenommen nach Zugabe von
EGTA (2 mM). em = 510 nm. C: Reversible Abnahme der Fura-2-Fluoreszenz in CHO-Zellen
nach Zugabe von La3+ (10 µM) zur Badlösung (nominell Ca2+- und Mg2+-freie PBS).
ex = 360 nm, em = 510 nm.
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Diskussion
Die Ergebnisse der inside-out-Experimente zeigen, dass die untersuchten Lanthanid-
ionen La3+ und Gd3+ den TRPC3-Kanal von der cytosolischen Seite der Plasmamembran her
inhibieren können. Die dazu benötigten Konzentrationen liegen im Fall von Lanthan um den
Faktor 200 und im Fall von Gadolinium um den Faktor 5 unter den bei extrazellulärer Appli-
kation benötigten Konzentrationen. Die IC50 war mit 0,02 µM bei intrazellulärer Gabe für
La3+ und Gd3+ gleich. Im Licht der Arbeit von Jung et al. (2003), in der gezeigt wurde, dass
die Stimulation des TRPC5 durch La3+ über eine extrazelluläre Bindungsstelle erfolgt, könnte
der große extrazelluläre Konzentrationsunterschied auf eine stimulatorische Wirkung des
extrazellulären La3+ auch am TRPC3 hindeuten, die der Inhibition entgegenwirkt und somit
eine höhere Inhibitorkonzentration notwendig macht.
Zudem konnte gezeigt werden, dass Lanthanionen die Zellmembran von CHO-Zellen
überwinden können. Da die Experimente zur Lanthanaufnahme an nichttransfizierten Zellen
durchgeführt wurden, ist diese von der TRPC3-Expression unabhängig. Es wird zwar im
Allgemeinen angenommen, dass Zellmembranen impermeabel für Lanthanidionen sind
(Evans, 1990), jedoch gibt es Berichte über die Aufnahme von Lanthanionen durch Herz-
muskelzellen (Peeters et al., 1989) sowie über die Aufnahme von Lanthan-, Gadolinium- und
anderen Lanthanidionen durch Erythrozyten (Cheng et al., 1999). Die Annahme, dass auch
Gadoliniumionen in CHO-Zellen eindringen können, ist also naheliegend, auch wenn im
Rahmen der hier vorliegenden Arbeit eine direkte Demonstration hierzu aus technischen
Gründen nicht möglich war.
Eine Beeinflussung der Ergebnisse der Fura-2-Experimente durch Veränderungen der
intrazellulären Ca2+-Konzentration – z.B. durch Blockade von Ca2+-Kanälen – ist vorstellbar.
Da das Badmedium nominell calciumfrei ist – geschätzte Ca2+-Konzentration: 50 µM – sind
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jedoch allenfalls geringe und langsame Veränderungen der intrazellulären Ca2+-Konzentration
als Folge einer Kanalblockade zu erwarten. Im Experiment wurde jedoch ein deutlicher, rasch
einsetzender Effekt beobachtet. Zudem wurde die Exzitationswellenlänge mit 360 nm so ge-
wählt, dass die gemessene Fluoreszenz als nahezu unabhängig von der Ca2+-Konzentration
angenommen werden kann. Man kann also davon ausgehen, dass die beobachtete Fluores-
zenzabnahme tatsächlich auf eine Lanthanaufnahme durch die CHO-Zellen zurückzuführen ist
und nicht auf Änderungen der intrazellulären Ca2+-Konzentration.
Lanthanidionen können durch zahlreiche Ca2+-Chelatoren komplexiert werden, so
auch durch EGTA und Fura-2 (Evans, 1990). In Experimenten, in denen La3+ in einer extra-
zellulären Konzentration von 0,5 µM den Ca2+-Einstrom inhibierte, konnte die Zugabe von
EGTA (10 µM) diesen Effekt vollständig aufheben (Aussel et al., 1996). Eine Dissoziations-
konstante von log10 K = -17,5 für den GdEGTA-Komplex ist veröffentlicht worden (Caldwell
et al., 1998). Diese würde bedeuten, dass in den Experimenten, in denen cytosolisch EGTA in
einer Konzentration von 10 mM vorlag, nahezu das gesamt cytosolische Gd3+ als EGTA-
Komplex gebunden war. Dies trifft auch für whole-cell Messungen zu, in denen EGTA der Pi-
pettenlösung zugesetzt wurde und betrifft somit nahezu alle whole-cell-Messungen, auch die
anderer Arbeitsgruppen, da ohne einen effektiven Ca2+-Chelator in der Pipettenlösung eine
ausreichend niedrige, aber dennoch definierte cytosolische Ca2+-Konzentration nicht erreicht
werden kann. Für La3+ dürfte ähnliches wie für Gd3+ gelten. Zudem ist anzunehmen, dass auch
Fura-2 Lanthanidionen bindet (s.o.). Es ist folglich nicht auszuschließen, dass der eigentliche
Inhibitor in den hier vorgestellten Experimenten ein Lanthanidkomplex ist; für inhibitorische
Effekte von Gd3+ in Gegenwart von Phosphat- und Bicarbonat-Anionen, die beide mit Gd3+
Komplexe bilden (Martell und Smith, 1976), ist ein solcher Mechanismus bereits vorgeschla-
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gen worden (Caldwell et al., 1998). Sollte dies der Fall sein, wären die grundsätzlichen
Schlussfolgerungen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht wesentlich beeinflusst.
Die nachgewiesene intrazelluläre Wirksamkeit und die im Fall von Lanthan nachge-
wiesene und im Fall von Gadolinium vermutete Membranpermeabilität können die inhibi-
torische Wirkung der untersuchten Ionen bei extrazellulärer Gabe erklären. Ob die Inhibition
auf einer strikt auf die cytosolische Seite der Zellmembran beschränkten Wirkung beruht,
kann jedoch nicht mit Sicherheit gesagt werden, da es denkbar ist, dass sowohl ein extra- als
auch ein intrazellulärer Wirkmechanismus existiert. Outside-out-patch-clamp-Experimente
könnten hier eventuell Klarheit bringen, falls in diesen keine Inhibition beobachtet würde. In
der outside-out-Konfiguration würde der Inhibitor auf die extrazelluläre Membranseite appli-
ziert, ein Ausbleiben der Wirkung würde somit gegen einen extrazellulären Effekt sprechen.
Leider ist es aufgrund des hohen Hintergrundrauschens in outside-out-Messungen nicht
möglich gewesen, in dieser Konfiguration TRPC3-Kanalaktivität darzustellen. Ein wesent-
licher Grund hierfür ist die sehr kurze mittlere Offenzeit (mean open time / MOT) des TRPC3
von unter 0,2 ms (Zitt et al., 1997). Eine nähere Erläuterung des Konzepts der MOT ist im
Anhang A (S. 38) zu finden. Die kurze MOT macht eine relativ hohe Filterfrequenz (3 kHz)
bei der Messung erforderlich, da sonst ein zu großer Anteil der Kanalöffnungsereignisse
übersehen würde (vgl. Sakmann und Neher, 1995). Eine hohe Filterfrequenz aber resultiert
zwangsläufig in einem starken Hintergrundrauschen. Da es zudem nicht auszuschließen ist,
dass es den Lanthanidionen möglich gewesen wäre, auch in dieser Konfiguration die
Zellmembran von extra- nach intrazellulär zu überwinden – der Mechanismus des
Membranübertritts dieser Ionen ist noch weitgehend ungeklärt –, wäre eine Inhibition der
Kanalaktivität in der outside-out-Konfiguration noch nicht beweisend für einen extra-
zellulären Wirkmechanismus.
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In jedem Fall muss davon ausgegangen werden, dass bei extrazellulärer Applikation
von Lanthanidionen die beobachtete Wirkung durch intrazelluläre Effekte mitbeeinflusst wird,
da bei dieser Applikationsform mit großer Wahrscheinlichkeit intrazellulär für eine Inhibition
ausreichende Lanthanidkonzentrationen erreicht werden. Die intrazelluläre La3+-Konzentrati-
on nach extrazellulärer Gabe des Ions zu bestimmen, um diese Annahme zu belegen, war je-
doch leider nicht möglich, da zum einen nicht bekannt ist, wie die Fluoreszenzabnahme von
der La3+- und der Fura-2-Konzentration abhängt, und zum anderen die intrazelluläre Fura-2-
Konzentration in den beladenen CHO-Zellen nicht bekannt ist.
Somit ist zu erwarten, dass die Aufnahmerate der Zelle für Lanthanidionen in die Kon-
zentrations-Wirkungs-Beziehung eingeht. Diese Aufnahmerate könnte durchaus zellspezifisch
sein, so dass die in solchen Experimenten bestimmten effektiven Konzentrationen ebenfalls
zellspezifisch wären. Demnach ist eine mögliche Erklärung für die Unterschiede in den veröf-
fentlichten inhibitorischen Konzentrationen bezüglich des TRPC3-Kanals, die den Ausgangs-
punkt der hier vorliegenden Arbeit bildeten, gefunden, da die verschiedenen Arbeitsgruppen
ihre Versuche an unterschiedlichen Zelltypen durchgeführt haben. Den Konzentrationsunter-
schieden müssen also nicht zwangsläufig Unterschiede im exprimierten Kanal zugrunde
liegen.
Im Licht der niedrigen IC50-Werte von ca. 20 nM bei intrazellulärer Applikation der
Inhibitoren besteht zudem die Hoffnung, in inside-out-Messungen Gadolinium und Lanthan
effektiv zur Kanalcharakterisierung einzusetzen. Es ist zu erwarten, dass andere Kanäle hö-
here Inhibitorkonzentrationen erfordern, wozu allerdings noch weitere Experimente notwen-
dig wären, da die intrazelluläre inhibitorische Aktivität dieser anorganischen Kanalblocker
i.d.R. nicht gesondert untersucht wird. Nach den hier vorliegenden Ergebnissen sollte grund-
sätzlich eine Evaluierung sowohl der intra- als auch der extrazellulären Effekte erfolgen, wenn
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Lanthanidionen zur Kanalcharakterisierung eingesetzt werden. Dies erscheint nicht nur für
Untersuchungen am TRPC3 ratsam, da intrazelluläre Lanthanideffekte auch bei anderen Ka-
nälen nicht von vornherein ausgeschlossen werden können. Im Hinblick auf die enge Ver-
wandtschaft der TRP-Kanäle TRPC3, TRPC6 und TRPC7 (Clapham et al., 2001; Zitt et al.,
2002) ist es nicht unwahrscheinlich, dass sich auch an TRPC6 und TRPC7 ein intrazellulärer
Lanthanidblock nachweisen ließe. Der Umstand, dass TRPC4 und TRPC5 durch La3+ stimu-
liert werden können (Jung et al., 2003), ist in diesem Zusammenhang erwähnenswert und
kann bei der Kanalidentifizierung hilfreich sein.
Da die TRP-Kanalfamilie sowohl aus Sicht der Grundlagenforschung als auch aus
klinischer Sicht zunehmend an Bedeutung gewinnt, werden Blocker dieser Kanäle immer
wichtiger. Man beginnt gerade erst, die physiologische und pathophysiologische Rolle der
TRP-Kanäle zu verstehen. Um hier das Wissen erweitern zu können, ist es entscheidend, diese
Kanäle in nativen Zellen identifizieren zu können, was in elektrophysiologischen Messungen
mit Hilfe möglichst spezifischer Kanalblocker am überzeugensten und rationellsten zu errei-
chen ist. Mit dem Fortschreiten der Erkenntnisse über die pathophysiologische Rolle der TRP-
Kanäle werden diese als Angriffspunkt für eine pharmakologische Therapie zunehmend inter-
essant.
Die bereits jetzt vorliegenden Hinweise auf die funktionelle Bedeutung dieser Kanäle
geben Anlass zu der Hoffnung, TRP-Antagonisten eines Tages als antiinflammatorische
Medikamente einsetzen zu können, da zum einen TRP-Kanäle für die Granulocytenfunktion
offensichtlich wichtig sind (Heiner et al., 2003; Li et al., 2002). Zum anderen scheint an der
bei entzündlichen Prozessen häufig anzutreffenden Bildung eines interstitiellen Ödems, insb.
in der Lunge, der TRPC4-Kanal entscheidend beteiligt zu sein (Tiruppathi et al., 2002). Auch
bei einigen nichtentzündlichen Krankheitsprozessen ist eine Beteiligung von TRP-Kanälen zu
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vermuten. Die mögliche Rolle des TRPC4 für die Relaxation der Gefäßmuskulatur sei an
dieser Stelle nochmals erwähnt (Freichel et al., 2001). Des Weiteren könnte die Arbeit von
(Schlingmann et al., 2002) für die Therapie der autosomal-rezessiven Form der Hypomagnesi-
ämie mit sekundärer Hypercalciämie Bedeutung gewinnen.
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Lanthanidionen La3+ und Gd3+, wenn man
ihre intrazelluläre Wirksamkeit berücksichtigt, den TRPC3-Ionenkanal mit hoher Potenz blo-
ckieren. Die Potenz bei extrazellulärer Anwendung ist wesentlich geringer und vermutlich
zelltypabhängig. Daher ist eine Neuinterpretation früherer Ergebnisse, die große Diskrepanzen
bezüglich der inhibitorisch wirksamen Konzentrationen bei extrazellulärer Gabe aufwiesen,
erforderlich.
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Anhang A: Die mittlere Offenzeit eines Ionenkanals
Wir betrachten zunächst ein einfaches kinetisches Modell eines Ionenkanals, der die
beiden Zustände A und B kennt, wobei der Kanal im Zustand A offen und in B geschlossen
sei. Der Kanal lässt sich kinetisch mit folgender Gleichung beschreiben:
I. BA
BA
AB
k
k
←
→
Für die Offenzeit des Kanals ist nur der Übergang A  B, also das Schließen des Ka-
nals von Bedeutung:
II. BA ABk→
Dies entspricht einer nichtreversiblen Kinetik 1. Ordnung. Die entsprechende Differen-
tialgleichung lautet:
III. Ak
dt
dA
AB ⋅−=
Wird eine große Anzahl A0 von Kanälen betrachtet, die zum Zeitpunkt t = 0 im Zu-
stand A, also offen sind (A(t=0) = A0), so ergibt sich als Lösung der Differentialgleichung:
IV. )exp()( 0 tkAtA AB ⋅−=
D.h., zum Zeitpunkt t sind A(t) Kanäle noch offen. Existiert nicht nur ein Geschlossen-
zustand, sind mehrere Inaktivierungswege möglich. Existieren n verschiedene Wege mit den
Übergangskonstanten k1, k2, ..., kn, so wird die Lösung zu
V. ))(exp()( 210 tkkkAtA n+++−= 
Führt man die Zeitkonstante  = 1/(k1 + k2 + ... + kn) ein, so lässt sich V. schreiben als
VI. )/exp()( 0 τtAtA −=
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Wird ein einzelner Ionenkanal betrachtet, kann der Zustand des Kanals zum Zeitpunkt
t nicht vorhergesagt werden. Lediglich Aussagen zur Wahrscheinlichkeit, das sich der Kanal
zu diesem Zeitpunkt in einem bestimmten Zustand befindet, können gemacht werden. Die
Kanaloffenzeit wird bestimmt durch die Wahrscheinlichkeit p(t), dass ein Kanal, der zum
Zeitpunkt t0 = 0 offen war, zum Zeitpunkt t (t>t0) noch immer offen ist, ohne sich
zwischendurch geschlossen zu haben. Diese Wahrscheinlichkeit ist nicht von der
Vergangenheit des Kanals abhängig, nur sein Zustand zum Zeitpunkt t0 ist entscheidend (sog.
Markov’sche Annahme). Diese Wahrscheinlichkeit ergibt sich aus VI. durch Division durch
A0:
VII. )/exp()( τttp −=
Die MOT wird nun definiert als . Experimentell kann sie bestimmt werden durch
Messen der Öffnungszeiten möglichst vieler Kanalöffnungen. Aus den gemessenen Zeiten
wird ein Histogramm erstellt, das bei linearer Achseneinteilung einen exponentiellen Abfall
zeigt (vgl. Abb. 10). Durch Kurvenanpassung wird die Zeitkonstante des Abfalls bestimmt.5
Diese Zeitkonstante entspricht der gesuchten MOT.
                                                
5 Es existieren Methoden mit logarithmischer Einteilung der Zeitachse, die die Bestimmung der Zeit-
konstante vereinfachen, da die so gewonnenen Histogramme ein Maximum aufweisen, dessen Lage mit 
korrespondiert. Zu Details sei z.B. auf (Sakmann und Neher, 1995) verwiesen.
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Abbildung 10: Theoretisches Offenzeithistogramm. Ein theoretisch berechnetes
„ideales“ Offenzeithistogramm ist als Säulendiagramm dargestellt. Eine Exponential-
kurve wurde an das Histogramm angepasst und ist als durchgezogene Linie einge-
zeichnet. Auf der Ordinate ist die Anzahl der Ereignisse aufgetragen, auf der Abszis-
se die jeweilige Offenzeit.
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